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Abstract. Tong quan vé mot s6 van dé co ban ctia Rhodamine B nhu cong thirc
ciu tao, tinh chat vat 1y, tinh chat sinh hoc, tmg dung, cac phuwong phap xac dinh
Rhodamine B. Chon duoc cac diéu kién phu hop cho vi¢c xac dinh Rhodamine
B ¢6 trong cac mau thyc pham bang ki thuat HPLC st dung detector UV- Vis.
Pénh gia duoc phuong phap phan tich nhu khoang tuyén tinh, gidi han phat
hién, gidi han dinh lugng, do 13p lai. Chon dugc quy trinh phan tich va khao sat
duoc cac dung moi chiét tach dbi véi cac loai thuc phém. P43 tién hanh xac dinh
duoc ham lugng Rhodamine B trong cac mau thuc phém: hat dua, banh xu xé,
siro dau, nude ngot huong dau trén quy trinh tdi vu tim duoc.
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Content:

Khi x4 hoi ngay cang phat trién thi van dé stc khoé cuia con ngudi ngay
cang duoc chu trong, trong d6 van dé an toan thuc pham va vé sinh moi trudong
duogc dit 1én hang dau vi né c6 anh hudng truc tiép dén sirc khoé cta con ngudi,
hon nita d6 ciing 14 van dé dang quan tdm ctia cac khu ché bién, san xuat va xuét
nhap khéu thuc phém. Su ton du cua cac chat doc hai co trong thuc phém dang la
van dé dang lo ngai d6i voi nguoi tiéu dung. Ngay nay cung véi su phat trién cia

khoa hoc k¥ thuat, nhiéu ky thuat phan tich moi, hién dai da dugc ap dung trong
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nhiéu linh vuc khac nhau dic biét trong danh gia, kiém dinh cac chat gay doc

trong thuc pham.

Trong qué trinh ché bién thuc phém, dé tao cho thyc phém mau sic dep,
bat mat, ngudi ta st dung phdm mau cong nghiép. Phdm mau céng nghiép nodi
chung, Rhodamine B noi riéng déu doc hai, bi cAm sir dung trong thuc phém vi
kho phan huy. Tuy timg co thé ma anh huéng dén gan, than hoic ton du lau ngay
gay doc hai dén co thé con nguoi, dic biét co thé gay ung thu. Pham mau thuc
pham va ty nhién c6 d6 bén kém hon, lai dat hon pham mau céng nghiép. Do
vay nhiéu nguoi kinh doanh da lam dung pham mau cong nghiép du chét nay tir
lau da bi cam sir dung. Vi vdy viéc nghién ctru xac dinh ham luong cia cac
Rhodamine B- mot thanh phan ctia pham nhudém trong thyc pham 1a van dé can

thiét do1 vai suc khoé cong dong.

Tuy nhién, ngoai sy ¢ mit ciia Rhodamine B con ¢6 cac thanh phan hoa
hoc khéc ¢6 trong pham nhudém nhu Sudan- |1, Sudan- IV,...Phuong phap tdi uu
nhat dé xac dinh Rhodamine B 14 sac ky 1ong hiéu niang cao (HPLC). Pay 1a mot
phuong phap dugc tng dung nhiéu nhat trong nhiéu nim gan day. N6 duogc ap
dung dé tach nhan dang va xac dinh hang loat cac hop chat ma mot s6 phuong
phap trude day gap nhiéu khé khian nhu cac hop chat khong bén véi nhiét, cac
hop chat c6 tinh chat hoa hoc twong tu nhau,...Phuong phap HPLC ciing co
nhiéu vu diém ma cac phuong phap khac khong cé nhu: xac dinh dong thoi duge

nhiu chat, ton it mau, thao tac don gian,...

Trong phén tich bang phuong phap HPLC c6 hai loai cot tach thudng st
dung 1a cot trao d6i ion va cot tach pha dao. Trong luan vin nay, chung toi s&
tién hanh khao sat anh hudng cua cac yéu to dén qua trinh tach va xac dinh ham
luong ctia Rhodamine B trong mdt s6 mau thuc phdm bang phuong phap sic ky

long hiéu ning cao (HPLC) ghép nbi detetor UV- VIS. Phuong phap nay c6 do
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chon loc cao, d§ nhay tot va duoc trang bi ¢ nhiéu co s& kiém nghi¢m ¢ nudc ta,
c6 tinh kha thi va tinh ing dung thuc té cao. Phan tich mét s mau thyc phém
nhu hat dua, banh xu xé, mut, ...va cac mau thuc ph:flm khac nhim danh gia ham
lwvgng Rhodamine B trong cac mAu thuc phim nay. Duya trén cac két qua nghién
ctru vé phan tich ham lwong Rhodamine B trong cic miu thuc phim ma co thé

danh gia van dé€ an toan thyc pham cua cac co s¢ san xuat.

Chuong 1: TONG QUAN

1.1. M@t vai nét vé Rhodamine B
1.1.1. Cong thirc cau tao

Rhodamine B 1a mot hop chat hoa hoc, 1a mot thanh phan ctia pham mau
cong nghiép.

Cong thirc phan tir 1a C,gH3;CIN, O3

Phén tir khéi 1a 479,02g/mol.

Cong thirc cdu tao ciia Rhodamine B




[9-(2-carboxyphenyl)-6-diethylamino-3-xanthenylidene]-diethylammonium chloride
Tinh chat vat ly

Rhodamin B 1a nhimng tinh thé mau ti c6 anh xanh hay & dang bot mau nau do.

Nhiét d6 nong chay khoang tir 210° C dén 211°C

Rhodamine B 13 mét thudc nhuém ludng tinh, doc hai, tan tbt trong
methanol, ethanol, nuéc (khoang 50 g/1). B hoa tan trong 100 gam dung moi:
nuée 0,78 gam (26°C),ruou etylic 1,74 gam. Dung dich nudc va ruou etylic cd
mau do anh xanh nhat phat huynh quang mau dé manh, dac bi¢t rd trong cac

dung dich loang. Dung dich nuéc hip thu cuc dai voi anh sang c6 L =526 va 517 nm

1.1.2. Tinh chat sinh hgc

Rhodamine B gy doc cap va man tinh. Qua tiép xuc, né giy di tng hoic
1am mén ngtra da, mat,... Qua duong hé hip, nd gay ho, ngira cd, kho thd, dau
nguc. Qua duong tiéu hoa, n6 gy non mura, c6 hai cho gan va than. Néu tich tu
dan trong co thé né gay nhiéu tac hai d6i voi gan, than, hé sinh san, hé than kinh
cling nhu c6 thé giy ung thu. [19,23 ]. Thuc nghiém trén chudt cho thay
Rhodamine B gy ung thu véi lidu luong 89,5mg/kg qua dudng udng hoic tiém
vao tinh mach [23], khi Rhodamine B di vao co thé c6 thé chuyén hoa thanh
amin thom tuong mg c6 phan doc hai hon loai Rhodamine B thuong, gy ung
thu va phat trién khéi u da d?ly, tai dady Rhodamine B va din xuit cia no sé tac

dong manh mé dén cac qua trinh sinh hoa cia té bao gy ung thu gan, vi gan 13
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co quan tang dau tién loc chat Rhodamine B [31]. M6t s6 thuc nghiém khac cho
thdy Rhodamine B tac dong pha v& ciu trac ADN va nhiém sic thé khi dua vao
nudi cay té bao [26,21].

1.1.3. Ung dung

Rhodamine B thuong dugc st dung nhu mdt thudc nhudm tracer trong
nuéc dé xac dinh tdc do va hudng cia dong chay van chuyén [24].

Puogc sir dung rong rai trong cac ing dung cong nghé sinh hoc nhu kinh
hién vi huynh quang, dém té bao dong chay, quang phd huynh quang [24].

Rhodamine B dang duoc thir nghiém dé sir dung nhu mot bio maker trong
vacxin bénh dai cho dong vat hoang da, nhu géu tric, dé xac dinh dong vat
hoang di di c6 thuc phong ngira bang cach cho Rhodamine B vao rau va ring
ctia dong vat.[24]

N6 cling dugc tron vao thude diét co. Ngoai ra Rhodamine B con duogc st
dung dé tao mau va nhudém mau trong cong nghiép soi, nhuém mau trong phong
thi nghiém, dé xét nghiém té bao do tinh bén mau [25].

Rhodamine B dugc st dung trong sinh hoc nhu la mdt thudc nhudém
huynh quang. Tan dung dac tinh phat quang cua Rhodamine B, nguoi ta dung
chung dé gitip kiém soat lwong thude bao vé thuc vat phun 18n cay 6t, cay lay
dau, Rhodamine B c6 thé thAm vao 6t néu dinh dau trong may ép 6t, phoi 6t trén
san duoc son ciing c6 thé gy 1ay nhiém chat nhudm trén. Uy ban Gia vi
con khuyén cao khong dung cac tii c6i nhudm mau do nghi ngai chat nhudém c6
thé tham 1au vao san pham[25]. Mit khac con duong thAm nhap hoa chét nay
vao cac san pham cay trong hau nhu khong ai dé y dén tir trude dén nay va nhét
1a ching lai dién ra & nhiéu nuéc dang phat trién. Ngoai ra, khong chi véi ot bot
hay céac chét gia vi néi chung, chat tao mau Rhodamine B c6 nguy co xuat hién
trong hau hét cac san pham lwong thyc, thuc pham di tir cdy trong co dung phan

bon hoa hoc[25].




1.2. Cac phuong phap xac dinh Rhodamine B
1.2.1. Cac phuwong phap sic ky Phwong phap sic ky ¢6 dién (phwong phap
sic Ky gidy hay sic ky ban méng- TLC)

Phuong phap nay kha don gian va khong yéu cau thiét bi dic biét, dung dé
kiém tra danh gia so bo cac chit phan tich. Phuong phép ndy c6 tinh wu viét, tién
hanh nhiéu mau song song trong mot luc rat tién loi. Khi TLC duoc trang bi
phan phat hién 12 mdt may do quang c6 thé phan tich dinh tinh va dinh luong
[27,28].

Trong phuong phap nay, ngudi ta hoa tan Rhodamine B chuan trong
ethanol tuyét dbi dé thu dugc dung dich c6 ndng d6 khoang 10pg/ml. Roi tién
hanh x4c dinh dinh tinh trong diéu kién sic ky st dung ban mong silicagel
60F254, hoat hoa & 110°C trong 30 phut. Pha dong dugc st dung gom hai hé:

Hé 1: CHCls- MeOH- H,0 (65: 35: 10), 13y 16p dudi;

H¢ 2: EA- MeOH- H,O  (100: 17: 13)

Phét hién vét bang cach quan sat vét ¢ anh sang thuong hodc soi dudi dén tir
ngoai, budc séng 366nm. So sanh vi tri va mau sic ctia cac vét trén sic ky do cia
dung dich thtr v&i vét mu ciia Rhodamine B trén sic ky do cua dung dich chuan
dé danh gia két qua [28].

1.2.1.2. Phwong phap sic ky 16ng hiéu niing cao (HPLC)

Trong nhiing ndm gan day, phuong phap HPLC di dong vai tro vo cing
quan trong trong viéc tach va phén tich cac chat trong moi linh vuc khac nhau,
nhét 1a cac linh vue caa hoa dugc, sinh hoa, hoa thuc phém, nong hod, hoa dau,
hoa hoc hop chét thién nhién, cac loai chit co tac dung doc hai, phan tich moi
truong,...ddc biét l1a tach va phan tich luong vét céc chat.

Trén thé gidi, phuong phap HPLC dugc st dung rong rai dé xac dinh
Rhodamine B trong thuc pham trong cac loai mau khac nhau, kha wu thé so véi

cac phuong phap khac vi c6 do chinh xac, do nhay va dd lap lai cao...
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Detector ghép ndi trong may HPLC cho phép phat hién sy xuat hién chat
sau rira giai. Ngay nay c6 rat nhiéu loai detector duoc str dung cho muc dich nay
d3 mo rong kha ning phat hién duoc rat nhiéu loai chat bang phwong phap
HPLC Ddi v6i phan tich du luwong thi ngudi ta hay st dung detector khbi phd
(MSD) nhét 1a tach va phan tich chat trong cac ddi tuong phirc tap. Con thong
dung nguoi ta dung detector UV-Vis hay detector huynh quang. Dung detector
UV-Vis thi x4c dinh dugc nhiéu loai chit, nhung detector huynh quang thudng
nhay hon, chon loc hon va it hon cac tuong tac do céc hop chit co trong nén
mau. Ngoai ra con dung mét sd detector khac nhu detector diode array (DAD),
detector dién ho4,[18]... cac detector nay ciing thuong duoc ing dung dé phan
tich cac chét co trong phadm nhudm.
1.2.1.3. Nguyén tic chung va trang bi ciia phwong phap HPLC

Sac ky long 1a mot ki thuat tach chat dua trén su to hop cta nhiéu qua
trinh vira c6 tinh chat hoa hoc lai vira c¢6 ca tinh chat Iy hoc. N6 1a nhimg can
bang dong xay ra trong cot sic ky giira pha tinh va pha dong, 1a su van chuyén
va phan bb lai lién tuc ciia cac chat tan (hdn hop mau phan tich) theo ting 16p
chat trong cot (pha tinh) tir dau cot tach dén cudi cot tach. Trong qué trinh d6
chét tan ludn ludn dugc phan b lai giita hai pha, trong khi pha dong chay lién
tuc qua cot tach véi mot thanh phan pha dong nhat dinh, hay gradient. Nghia 1a
d6i voi mot phan tir chat tan, thi trong qua trinh sac ky, né ludn chuyén tir pha
nay sang pha kia nhiéu lan tir dau cot dén cudi cot sac ky. Mit khac, ciing vi cau

truc va tinh chat cia moi phan tir cua chat tan 1a khac nhau nén toc do dich

chuyén trung binh ctia mdi chat tan 1a khac nhau. Khi ¢ trong pha dong, no
chuyén dich theo tdc do ctia dong pha dong, con khi & trén pha tinh né lai khong
dich chuyén, ma bi pha tinh giir lai. Nhu vay 1a c6 mot khoang thoi gian nhat

dinh chit tan bi giit lai trong cot tach sic ky, thoi gian nay phu thudc vao ban




chat sic ky cua cot pha tinh, ciing nhu tinh chat va cdu trac ctia mdi chit tan
khac nhau dong thoi ciing phu thudc vao ban chat cta thanh phan pha dong dung
dé rira giai chat tan, co chat tan it bi luu giit, didu d6 dan dén két qua 13, co qua
trinh tach ctia cac chét xay ra trong cot sic ky [6].
Qua trinh tach chét co thé xay ra theo ba co ché chinh nhu sau:
e Tuong tac hip thu
o Tuong tic trao d6i ion
e Tuong tac theo co ché rdy phén tir
Tuong Gng véi ba co ché trén c6 ba phuong phap tién hanh tach khac nhau.
e Sic ky hap phu (hdp phu pha thudng NP- HPLC va hap phu pha nguoc
RP- HPLC)
e Sic ky trao ddi ion (EX- HPLC)
e Sic ky ray phan tir (Gel- HPLC)

Vay phuong phap sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC) la mot k¥ thuat tach
chat trong d6 xay ra qua trinh cac chét tan chuyén dich trong cot tach c6 chira
cac chat nhdi kich thude nho, chat tan chuyén dich véi van tdc khac nhau phu
thudc vao hé sb phan b ctia nd. Céc chat nhdi cot co kich thude du nho dé dap
g hiéu qua tach sac ky t6t. Thanh phan pha dong c6 thé thay do6i dé dat dugc
luc rira giai phu hop nhat. Sau khi chét tan chuyén t6i cudi cot tach duoc chuyén
t6i detector dé phat hién. Tuy thudc vao ban chat cua chat tan ma dung cac loai

detector khac nhau [6].

1.2.2. Cac két qua nghién ciru vé Rhodamine B bing phwong phap HPLC
Trén thé gidi co mot sd cong trinh nghién ciru dé xac dinh Rhodamine B.
Theo Carcinogen va Pesticide Branch [15], phong thi nghiém hoéa phan tich
OSHA, thanh ph6 Salt Lake, Utah, d& lam thi nghiém tach Rhodamine B bang
phuong phap HPLC, st dung detector huynh quang véi cac diéu kién nhu sau:
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Cot tach: hypersil ODS, 100mm x 2,Imm, Sum.

Nhiét do: 40°C

Pha dong: 85% axetonitrile, 15% nudc vo1 0,005M axit 1- heptansunfonic, dugc
diéu chinh pH toi 3,5 bang axit HsPO,.

Téc do dong: 0,2ml/phat

Budc song: 556nm

Vong mau: 1,0pl.

Vi cc diéu kién nhu trén mdu Rhodamine B duogc phat hién ¢ 4,5 phut.

Theo R.W. Mason va L.R.Edwards [22], phan tich Rhodamine B & trong
huyét tuong tho va ngudi, sit dung may sac ky long hiéu ning cao Shimadzu
DR-3 véi detector huynh quang voi cac diéu kién:

Cot tach: uBondapak CN (25mm x 4,6mm)

Pha dong: axetonitril va nudc (35: 65 hoac 40: 60) chtra 0,1% axit
orthophotphoric.

Téc do dong: 1,8ml/phut.

Nhiét do cot: 18 + 2°C

Mau huyét twong: 0,5ml huyét twong duoc pha lodng trong 0,5ml cua 0,05M
Kalidihidrogen photphat, pH= 5,5, dugc chiét trong Sml etylaxetat.

Két qua phan tich: Rhodamine B duoc phat hién ¢ 9,7 phit. Mau huyét tuong
dem phan tich c6 chira tir 25 dén 50 ng/ml [27].

Rhodamine B trong my pham ciing duoc phan tich bai L. Gagliardi, D. De

Orsi, G. Multari, D. Tonelli [18]. Cac diéu kién phan tich dugc thuc hién nhu sau:

Cot tach: C- 18

Pha dong: Axetonitril va nuéc chira 0,1M natri perclorat véi thanh phan thay doi
ty 1& tir 50: 50 dén 70: 30.

Mau phan tich dugc pha trong metanol va nuéc véi ty 1& 8: 2




Két qua phan tich mau thuc cho thdy dung dich chira 0,3 pg/ml Rhodamine B, pic
xudt hién & 9,15 phut [18].

Tac gia J.W.Hofstraat va cong sy di Gmg dung k¥ thuat chiét pha ran va sic ky
16ng hiéu ning cao véi detector huynh quang dé xac dinh Rhodamine B trong
nudc bé mat. Giéi han phat hién cua phuong phap 1a 10 pg/1 [18].

Tai Viét Nam, vién kiém nghiém thude trung wong [1] da tién hanh phan
tich Rhodamine B trén cac mau dugc liéu. Cac diéu kién séc ky da duoc thuc
hién nhu sau:

Cot tach: RP- C18 (5um, 4,6mm x 250mm)

Pha dong: 50% Axetonitril- 50% dém kalidihidrophotphat 20mM- trietylamin
(100: 0,3), diéu chinh pH t4i 3,0 bang axit photphoric.

Téc do dong: 1,4ml/phat

Detector UV-Vis

Budc song 525nm.

Luong tiém: 20pul.

Két qua phan tich cho thay trong dugc liéu ¢ chira Rhodamine B[1].

Thang 4 nam 2011, Viét Nam ciing da dé xuat TCVN 8670-2011 vé viéc
xac dinh Rhodamine B béng HPLC [11] trén co s6 cia vién kiém nghiém an
toan vé sinh thyc phim qudc gia di xay dung va thuc nghiém cho mot sb loai

thyc pham c6 nhud¢m mau.

1.2.3. Phwong phap UV- Vis xac dinh Rhodamine B

Pé x4c dinh Rhodamine B, ngudi ta con sit dung phuong phap UV- Vis.
Lay mdu chit dem hoa tan trong dung mdi thich hop, lic, rung siéu 4m va chiét
ldy dung dich. Pem dung dich chiét dugc do bang may UV- Vis, dua vao cuc dai
hép thy ta c6 thé xac dinh trong mau chat d6 co chira Rhodamine B hay khong
[13, 17].

10
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Chuong 2:
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong, muc tiéu va nhiém vu nghién ciru
2.1.1. Poi twong va muc tiéu nghién ciu
2.2. Phuong phap nghién ciru
2.2.2. Phan tich dinh hrong bing HPLC
Trong diéu kién phan tich da chon, dai luong dac trung cho mdt chat 1a

thoi gian luu tg ctia chat d6 trén cot tach. Chung ta c6 thé dua vao thdi gian luu
nay dé dinh tinh duoc chét d6 thong qua mau chuin. Sau d6 dwa vao cac tin hiéu
phan tich thu duoc (chiéu cao pic hodc dién tich pic) dé dinh luong céc chat.
Thong thudng trong phuong phap HPLC nguoi ta biéu dién quan hé nong do
chat phu thudc vao chiéu cao pic hodc dién tich.

H=k.C°

S=k.C°
Trong do:
H 1a chiéu cao pic sic ky cta chat
S 1a dién tich pic sic ky cta chat

k 12 hang s6 cua diéu kién thyc nghiém tach sic ky

11




b- 14 hang s6 ban chat, n6 nhan gia tri trong ving: 0 <b < 1
O vung nong d6 nho thi b= 1, mdi quan hé gitta H(S) véi C 14 tuyén tinh:
H=k;.C =f(C)
S=k,.C =f(C)
St dung cic quan hé d6 c6 thé xac dinh ndng d6 chat phan tich theo
phuong phap duong chuan hay phuong phap thém chuan. Dung phuong phép
dudng chuan thi nhanh, don gian. Con khi thanh phan miu phrc tap, lugng chét

can xéac dinh nho thi ngudi ta ding phwong phap thém chuan.

2.3. Gi6i thiéu chung vé phwong phap chiét 16ng- 16ng

2.4. Hoa chit va dung cu trong nghién ctru

2.4.1. Hoa chat

Céc loai hoa chét dung trong phuong phap déu thudc loai tinh khiét phan tich va HPLC

CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Khio sat cac diéu kién sac ky
3.1.1 Chon thé tich vong miu (sample loop)

Hé bom mau cho sic ky 1ong st dung nguyén 1y co ban 1a miu ban dau
dugc nap vao trong vong chira mau co thé tich nhat dinh bang mot xilanh & ap
suat binh thudng, sau d6 nhd hé théng chuyén van ma mau duoc dong pha dong
nap vao cdt tach. Do chinh xac, do dung va lugng mau can thiét nap vao cdt tach
khong nhitng phu thudc vao thiét ké cua van bom miu ma con phu thudc vao ki

thuat nap mau vao trong cot.
3.1.2. Chon budc song cuaa detector

Viéc chon budc song do phat hién chat rat quan trong vi no quyét dinh
truc tiép t6i do nhay ctia phép phan tich. Vi phuong phéap nghién ciru dugc lua
chon 13 HPLC ghép ndi detector UV- Vis, detector ¢6 dinh budc song do vy

12
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phai tién hanh khao sat diéu kién dé chon ra dugc budc séng phi hop nhat cho
phan tich chat.

Tién hanh ghi pho hip thy quang ciia Rhodamine B trong ving Vis trén
may UV-Vis 8453 thu dugc cuc dai hép thu ¢ 526 nm va 572 nm.
Chung t6i ciling tién hanh ghi phd hap thu 4nh sang trong vung Vis trén may UV-
Vis 8453 voi dung dich chuan Rhodamine B duoc pha trong cac thanh phan
dung moi1 khac nhau:

e Rhodamine B 1ppm trong 100% nudc

3.2. Chon pha tinh

Pha tinh 12 mot yéu t6 quan trong quyét dinh téi hiéu qua tach. Ban chat
pha tinh quyét dinh co ché tach va kha ning luu gitr cta chét tan. Tuy theo ban
chat ciia chat phan tich ma chon loai pha tinh, kich thudc hat nhoi, chiéu dai cot
cho phit hop qua trinh sic ky.

Hé pha nguoc duge tmg dung phd bién do d6 6n dinh, do lip lai va kha
nang tach dugc nhiéu loai chit. Ngoai ra dung méi khi sir dung cho pha ngugc
c6 tinh kinh té hon. Pé nghién ciru tach va xac dinh ham luong Rhodamine B, 1a
chat c6 tinh phan cuc do d6 chil yéu cac cong trinh nghién ctru duoc cong bd déu
st dung cdt tach chira chit nhdi pha ddo nhu RP- C18, RP- C8,...

3.3. T6i wu hoa pha dong

3.3.1. Anh huwéng ciia thanh phan pha dong t6i kha ning tach sic ky

Ty 1é thanh phan dung moi tao ra pha dong c6 anh huong dén qua trinh
rira giai cac chat mau ra khoi cot tach. Khi ty 18 thanh phan pha dong thay doi thi
luc rira giai cia pha dong thay doi, tirc 1a 1am thay doi thoi gian luu cia chét

phan tich, va do d6 1am thay doi hé sé dung luong cta chat phan tich.
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Do d6, dé c¢6 dugc mot thanh phan pha dong phu hop thi can tién hanh
khao sat cac ty 18 khac nhau véi cac thanh phan pha dong di lwa chon gom:
Pha d6ng thir nhat:
Dung dich dém c6 pH=3 va dung méi hitu co methanol (MeOH), thay d6i
ty 1¢ pha dong: 60%MeOH- 40% H,0; 65%MeOH- 35% H,0; 70%MeOH- 30%
H,0; 75%MeOH- 25% H,0; 80%MeOH- 20% H,O; 85%MeOH- 15% H,O;
90%MeOH- 10% H,0; 95%MeOH- 5% H,0; 100%MeOH- 0% H,0.

3.3.1.1. Pha dong thir nhat
3.3.1.2. Pha dong thir hai

3.3.2.1. Pha dong gom 70% MeOH- 30% dém

3.3.3. Anh huwéng ciia cac chit phu
3.3.3.1. Anh huéng ciia trietylamin doi véi hé pha dong gom MeOH va dém
3.3.4. Khao sat toc d9 pha dong

Cung v6i yéu to thanh phan pha dong, thi toc d6 pha dong khi chay sic ky
cling anh hudng khong it dén két qua tach sic ky. Téc do pha dong ciing 1a mot
yéu té quyét dinh dén qua trinh rra giai cac chét trong cot sic ky vi nd anh
huong dén qua trinh thiét 1ap can bang ciia chat tan giira hai pha tinh va pha
dong. Téc dd pha dong qua nho s& giy ra hién tuong dodng pic, thoi gian rira
giai cac chat 1on lam giam tinh kinh té ctia phuwong phap. Nhung tdc d6 pha dong
16n qua c6 thé lam cho cac chat trong mau khong kip tach ra khoi nhau, dan dén
hién tugng dodng pic. Vi vy can lua chon dugc tbe do pha phu hop.

3.4. Panh gia phuwong phap phan tich

3.4.1. Tong két cac diéu kién da chon

3.4.2. Khio st 1ap dwong chuin trong khoang nong do 0,01- 2,00ppm
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Pé so sanh, chung toi tién hanh khao sat khoang tuyén tinh ctia phép do
voi cac diéu kién nhu sau
3.4.3. Gi6i han phat hién (limit of detection- LOD)

Gidi han phat hién 1a ndng do thap nhat ctia chat phan tich ma phuong
phap phan tich con cho tin hiéu phan tich khac c6 nghia véi tin hiéu cia mau
trang hay tin hiéu nén, hay pic sac ky ctia cht phan tich phai c6 chiéu cao H thoa min:
H>3x3,

Trong do:
H 14 chiéu cao pic
8, 12 d0 1éch chuan cua tin hiéu nén.

Tt do6 xac dinh gidi han phat hién theo hai phuong phép sau:

3.4.4. Gi6i han dinh lwgng (limit of quanlity- LOQ)

Gi6i han dinh lugng 1a ndng d thap nhat (xq) cua chat phan tich ma hé
théng phan tich dinh lugng dugc véi tin hiéu phén tich (yo) khac c6 y nghia dinh
lwong véi tin hiéu ctia miu trang hay tin hiéu nén (blank or background).

LOQ =10 x Sg/b
Trong do:
b 14 hé sb goc cua phuong trinh hdi quy
Sg 1a d9 1éch chuan ctia miu trang, ciing duoc xac dinh theo phuong trinh
hoi quy.
Nhu vay theo phuong trinh héi quy ta co:
LOQ= 0,0502 nug/ml

3.4.5. D¢ dung cua phép do
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D06 chinh xac cua phép do dugc danh gid thong qua phan tram sai soO.
Chon c4c mau phan tich c6 nong d9 tai diém dau, cudi va giita khoang tuyén tinh

da khao sat. Ching t61 tién hanh chuan bj 3 miu chuan c néng do 1an luot

1a 0,1ppm; 0,5ppm; 1,0ppm 1di tién hanh chay sic ky, mbi mau chay lap 8 lan.

Phan tram sai s6 dugc tinh theo cong thirc sau:

%X =Mx100

¢
Trong d6: S; 12 dién tich tinh tir dudng chuan
St 1a dién tich theo sic d6

Tién hanh khao sat cic mau chuan voi cung diéu kién sic ky véi cac nong do
khac nhau
Pha tinh: RP- C8 (4,6x150 mm, 5um)
Pha dong: 85% ACN- 15% dém (HCOOH- 0,007M natri heptansunfonat), pH=3
Téc d6 pha dong: 0,8 ml/phit
Nhiét do cot tach: 30°C
Thé tich vong mau: 20l
Detector: UV-Vis 550 nm

Két qua thu duogc ddi v6i mau chuan Rhodamine B 0,1 ppm dugc thé hién
¢ bang 3.13. va hinh 3.26.
3.4.6. Do l1ap lai ctia phép do

Mot phuong phéap phan tich tot ngoai viéc co sai s6 nho con yéu cau co do
3.5.  Phan tich miu thwc phiam, quy trinh xir Iy va két qua phén tich
3.5.1. Khao sat dung méi chiét 1ay Rhodamine B
3.5.1.1. Xir Iy so' b0 mau phan tich

Ap dung céc diéu kién tdi vu duoc dé phan tich bon ddi tuong mau 13 hat

dua, banh xu x€&, nudc ngot va tuong 6t.
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Téng s6 mau phan tich 1a 3 mau/ddi tuong x 4 ddi tuong (hat dua, banh xu
x&, nudc ngot va twong 6t). Cr ba don vi mau ctia mot ddi tuong thu thap duoc
tron v6i nhau thanh mau phirc hop dé phan tich.
3.5.1.2. Chon dung méi chiét

Dung mdi chiét 1a mot yéu t6 vo cing quan trong quyét dinh hiéu suat cta
qua trinh x0 1y mau. Cac dung mdi chiét ching toi st dung & day la ACN-
Axeton, Etanol- nudc, Nudc- KCI, ACN- Axeton- nudce, nudce, etanol.

Chung t6i tién hanh xtr Iy so bd mau hat dua roi chiét véi cac dung moi
chiét khac nhau dé Iia chon dung mai chiét tot nhat.
3.5.2. Phan tich mau thue tir dung dich chiét
3.5.2.1. Miu hat dua

Sau khi tim dugc cac diéu kién t6i uu cho qué trinh x{r Iy miu, chung t6i
tién hanh phan tich mau thyuc thé trong cac dbi tuong mau: hat dua, banh xu xé,
nudc ngot, turong ot

Pbi voi mau hat dua,quy trinh chiét nhu sau: mau hat dua duogc can chinh
xéac luong 0,5+ 0,002 g trén can phan tich roi chuyén vao binh dinh mirc 25ml,
thém 10 ml hdon hop etanol va nudc theo ty 1& 40:60, lac déu, siéu am 60 phut.
Sau khi chiét, 14y 2,0ml dung dich chiét chuyén vao binh dinh mac 10ml va dinh
muc bang pha dong, lac déu loc qua gidy loc thuong, roi loc qua mang loc
Whatman 0,45um, 1iy 2ml dich chiét bom vao cot sic ky HPLC véi cac diéu

kién sac ky nhu da chon

3.5.2.2. Miu banh xu x&

Gidng nhu mau hat dua & trén, ching t6i tién hanh chiét mau va phan tich
theo quy trinh twong ty nhung khong pha loang.

Déi voi mau banh xu xé,quy trinh chiét nhu sau: mau banh xu xé dugc can

chinh xac luong 0,1030+ 0,00054 g trén can phan tich rdi chuyén vao binh dinh
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murc 25ml, thém 10 ml hdn hop etanol va nudc theo ty 1€ 40:60, lac déu, siéu am
60 phuat. Sau khi chiét, 1dy 2,0ml dung dich chiét chuyén vao binh dinh murc
10ml va dinh mic bing pha dong, lic déu loc qua gidy loc thuong, roi loc qua
mang loc Whatman 0,45um, léy 2ml dich chiét bom vao ¢t séc ky HPLC véi
cac diéu kién sic ky nhu di chon (muc 3.4.1).
3.5.2.4. Mau siro diu

Qua trinh chiét mau va phan tich ciing duoc tién hanh twong ty mau hat
dua va mau banh xu x¢&, khong pha loang.

Pbi v6i mau siro dau,quy trinh chiét nhu sau: miu siro dau duoc 14y chinh
xac 0,5+ 0,001ml bang pipet men rdi chuyén vao binh dinh mirc 25ml, thém 10
ml hdn hop etanol va nudc theo ty 1¢ 40:60, lic déu, siéu am 60 phuat. Sau khi
chiét, 1dy 2,0ml dung dich chiét chuyén vao binh dinh mtc 10ml va dinh mirc
bang pha dong, lic déu loc qua gidy loc thudng, roi loc qua mang loc Whatman
0,45um, 1ay 2ml dich chiét bom vao cot sic ky HPLC véi cac diéu kién sic ky
nhu da chon (muc 3.4.1).

Két qua phan tich mau Rhodamine B trong mAu siro dau dugc trinh bay
trong bang 3.21.

Bdng 3.21. Két qua phdn tich mau siro déu

TT Lwong miu thye | Lwgng Rhodamine | Dién tich pic (mAu.s)
(ml) B chuin thém vao
(ppm)
1 0,5 0,00 28047
2 0,5 0,01 61781
3 0,5 0,02 96730

Két qua dugc tinh toan theo phan mém thong ké Origin 7.5 nhu sau:

(a) (b)
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Hinh 3.33. Puong chuan (a) va sac do (b)khi thém chudn doi véi mau siro dau.
Ta co:
C,=a/b = 0,0081(ppm)
Theo cong thirc tinh ham lwong chat phan tich trong mau ban dau, tinh
duoc
m, = 8,1.10°°(mg) hay 0,162mg/I

Hiéu sut thu hoi ctia chét phan tich trong méu la

3.5.2.5. Miu nuéc ngot hwong dau

Qua trinh chiét miu va phan tich nudc ngot huwong dau ciing dugc tién
hanh twong ty mau siro.

Pbi v6i mau nude ngot hwong dau,quy trinh chiét nhu sau: miu nude ngot
dugc dong chinh x4c 1+ 0,001 ml bang pipet men rdi chuyén vao binh dinh murc
25ml, thém 10 ml hon hop etanol va nudc theo ty 1& 40:60, lic déu, siéu &m 60
phut. Sau khi chiét, 14y 2,0ml dung dich chiét chuyén vao binh dinh muc 10ml
va dinh muc bing pha dong, lic déu loc qua gidy loc thudng, roi loc qua mang
loc Whatman 0,45um, léy 2ml dich chiét bom vao ¢t sic ky HPLC vdi céac diéu
kién sic ky nhu da chon (muc 3.4.1).

Két qua phan tich cling cho thiy trong mau nuéc ngot dugc phan tich co

chira 0,126ppm (1,26 mg/l) Rhodamine B .
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KET LUAN

Trén co so nghién ctu cac didu kién thuc nghiém, nham Gng dung k¥ thuat
phan tich HPLC st dung detector UV-Vis dé xac dinh ham lugng Rhodamine B
trong thyc pham, ching t6i thu duoc mot sb két qua sau day:

1. b3 chon duogc cac diéu kién phu hop cho viéc xdc dinh ham luong
Rhodamine B ¢6 trong cac miu thuc pham bang ki thuat HPLC sir dung
detetor UV-Vis:

Pha tinh: RP- C8 (4,6 x 150 mm, 5um)

Pha dong: 85% ACN- 15% dém (HCOOH- 0,007mM natri
heptansunfonat), pH=3

Téc do pha dong: 0,8 ml/phit

Nhiét do cot tach: 30°C

Thé tich vong mau: 20l

Detector: UV-Vis 550 nm

2. Pa danh gia phuong phéap phan tich:

Khoang tuyén tinh cua Rhodamine B: 0,01- 2ppm

G161 han phat hién:

+ Theo phuong phap phan tich truc tiép 1a 1ppb
+ Theo phuong phap duong chuan 1a 15ppb

G161 han dinh lugng:
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+ Theo phuong phap phan tich truc tiép 1a 3,33ppb
+ Theo phuong phap dudng chuén 13 50,2ppb
3. Khao sat mau thuc

e Di chon duoc quy trinh phan tich va khao sat dugc cac dung moi chiét
tach ddi véi cac loai thuc phém la 60% nudc- 40% etanol. Trén co s&
quy trinh tdi wu tim dugc di tién hanh xac dinh duoc ham lugng
Rhodamine B trong cac miu thyc phim gdm mau hat dwa, miu banh
Xu x¢&, mau siro dau, mau nudc ngot huwong dau véi do 1ap lai tt.

e Két qua xac dinh cac miu thuc cho thiy: trong cic mau thuc pham
dang duoc lwu hanh trén thi truong d3 tién hanh phan tich, ham luong
Rhodamine B xac dinh dugc déu nam trong gii han phat hién va gioi
han dinh luong cua phuong phap. Chimg t0 mic du bi cdm st dung
trong ché bién va bao quan thuc pham nhung Rhodamine B van dang
dugc st dung kha pho bién trong cac loai thuc phdm duoc luu hanh
trén thi truong.

Tir két qua thu dugc, ching toi thidy phuong phap HPLC st dung detector

UV-Vis c6 d0 nhay cao, thich hop cho vi¢c xac dinh ham lugng Rhodamine B co

trong céc loai thyc pham vai cach xir Iy mau thich hop.

Chung t6i hy vong nhitng nghién ctru trén s& gop phan vao viéc ting dung
k§ thuat HPLC- UV-Vis ndi riéng va cac k¥ thuat HPLC noi chung dé xac dinh
Rodamine B trong cac ddi tuong mau thyc phém, nham phuc vu déc luc cho cac
nganh khoa hoc va ddc bié¢t trong linh vuc v¢ sinh an toan thuc phém gilp bdo v¢

suc khoé con nguoi.
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